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Resumo 
 
O presente trabalho teve por objectivo o desenvolvimento de um método 
analítico para a determinação rápida, precisa e económica do teor em cálcio, fósforo e 
ião hidroxilo na hidroxiapatite. Utilizou-se, para isso, uma amostra de hidroxiapatite 
comercial. O método desenvolvido é em princípio extensível a outros fosfatos de cálcio. 
Envolve a dissolução da amostra em ácido clorídrico 0,1 M, seguida da separação dos 
iões cálcio e fosfato em solução com recurso a uma resina de permuta catiónica. Os 
teores da amostra nestes componentes são posteriormente obtidos por técnicas 
potenciométricas. A determinação do conteúdo em ião hidroxilo baseia-se na medição 
da evolução do pH da solução obtida ao longo da dissolução da amostra. Estes dados, 
juntamente com os teores em cálcio e fósforo previamente determinados, permitem 
calcular o teor em ião hidroxilo mediante cálculos de especiação.  
O método foi avaliado comparando os teores obtidos em cálcio e fósforo com os 
resultados correspondentes determinados para a mesma amostra por absorção atómica 
de chama (Ca), absorção atómica com câmara de grafite (Ca), espectrofotometria de 
ultravioleta-visível (P), cromatografia iónica (P) e espectrometria de emissão atómica 
com plasma indutivamente acoplado (Ca e P). O teor em ião hidroxilo foi para além 
disso comparado com o valor esperado para uma hidroxiapatite estequiométrica, uma 
vez que não existem técnicas vulgarmente utilizadas para a sua determinação nestes 
compostos. 
 Os resultados obtidos mostram que o método desenvolvido permite a 
determinação dos teores em cálcio, fósforo e ião hidroxilo na hidroxiapatite com 
exactidão e precisão comparáveis às das técnicas utilizadas como referência. Apresenta, 
para além disso, boas características para uma posterior automatização. 
 
Palavras-chave: fosfatos de cálcio, hidroxiapatite, potenciometria, especiação, cálcio, 
fósforo, ião hidroxilo.
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Abstract 
 
The main objective of the present work was the development of a simple, 
precise, and economical analytical protocol for the determination of the calcium, 
phosphorus, and hydroxyl contents in hydroxyapatite. A commercial hydroxyapatite 
sample was used throughout the implementation phases. The method is in principle 
extensible to other calcium phosphates. The first steps consist in the dissolution of a 
weighed amount of sample in 0.1 M hydrochloric acid, followed by the separation of 
the calcium and phosphate ions in solution, using a cationic ion-exchange resin. The 
determination of the content of the sample in these ions is then performed by using 
potentiometric techniques. The corresponding hydroxyl content is obtained through 
speciation calculations.  These are based on the previously determined calcium and 
phosphorus contents and on pH measurements along the dissolution of the sample.  
The performance of the method was evaluated by comparing the obtained results 
for calcium and phosphorus with those given for the same sample by flame atomic 
absorption spectroscopy (Ca), graphite furnace atomic absorption spectroscopy (Ca), 
ultraviolet-visible spectrophotometry (P), ionic chromatography (P), and inductively 
coupled plasma emission spectroscopy (Ca and P). The assessment of the hydroxyl 
analysis was made by confronting the obtained OH

 content with that expected for a 
stoichiometric hydroxyapatite. 
 The obtained results showed that the present method allows the determination of 
calcium, phosphorus, and hydroxyl in hydroxiapatite, with an accuracy and precision 
comparable to those of the techniques used as references. The implementation of an 
automatic analysis based on this protocol seems also viable. 
 
Keywords: calcium phosphates, hydroxyapatite, potentiometry, speciation, 
calcium, phosphorous, hydroxyl. 
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1.  Introdução 
 
As apatites de cálcio são compostos com a fórmula geral Ca10(PO4)6X2 (X = OH, 
F, Cl, Br), sendo nesta forma que se encontra a maior parte do cálcio e fósforo existente 
na Terra.
1-3
 Estes compostos são parte de um vasto grupo de derivados do ácido 
fosfórico – os fosfatos de cálcio – que englobam compostos contendo os iões 42POH , 
2
4HPO  e 
3
4PO  (Tabela 1).
3
 
 A estrutura das apatites (Figura 1) consiste basicamente numa rede cristalina de 
aniões fosfato tetraédricos e catiões cálcio, com os iões X

 (OH

 na Figura 1a) dispostos 
segundo um eixo perpendicular aos planos definidos por três iões Ca
2+
.
3
 Enquanto os 
iões F

 se encontram situados no centro desses planos, os iões OH

, Cl

 e Br

 estão 
progressivamente mais deslocados para posições acima dos planos.
 
 
Tabela 1. Fórmulas, designações, abreviaturas e razões molares Ca/P típicas de apatites 
e outros fosfatos de cálcio comuns
3
 
Fórmula Designação Abreviatura Razão molar 
Ca/P 
Ca10(PO4)6(OH)2 Hidroxiapatite OHAp 1,667 
Ca10(PO4)6F2 Fluorapatite FAp 1,667 
Ca10(PO4)6Cl2 Cloroapatite ClAp 1,667 
Ca10(PO4)6Br2 Bromoapatite BrAp 1,667 
Ca(H2PO4)2 Dihidrogenofosfato de cálcio   0,500 
Ca(HPO4) Hidrogenofosfato de cálcio, monetite   1,000 
-Ca3(PO4)2 Beta fosfato de tricálcio 
(tricalcium phosphate anydrous) 
-TCP 1,500 
Ca4(PO4)2 Fosfato de tetracálcio (tetracalcium phosphate) tetCP 2,000 
Ca8(HPO4)2(PO4)4 Fosfato de octacálcio (octacalcium phosphate) OCP 1,333 
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(a) (b) 
Figura 1. Estrutura das apatites (X=OH, F, Br, Cl). Adaptado das referências 3 e 4. 
 
O empacotamento dos planos definidos pelos iões Ca
2+
 resulta numa série de 
estruturas tubulares paralelas de secção hexagonal contendo os substituintes X. (Figura 
1b).
4
 Esta estrutura é muito tolerante a trocas iónicas, podendo verificar-se a 
substituição parcial de Ca
2+
 por outros metais (ex. Na
+
, K
+
, Mg
+2
, Sr
+2
, Ba
2+
, Fe
3+
), ou 
dos iões fosfato por 24HPO , 
2
3CO , 
2
3AsO e 
3
4VO .
3
 Por esta razão, as apatites naturais 
apresentam geralmente desvios à estequiometria Ca10(PO4)6X2.
3
 Geologicamente, estes 
compostos encontram-se em depósitos naturais, normalmente sobre a forma de 
fluorapatite.
5 
A sua principal aplicação industrial é a produção de fertilizantes. Contudo, 
recentemente, os fosfatos de cálcio têm também ganho bastante destaque como 
biomateriais, sobretudo na forma de hidroxiapatite.
3, 5-12 
A hidroxiapatite (OHAp) é um mineral raro em termos geológicos.
3
 Possui, no 
entanto, um enorme interesse biológico dado que é o principal constituinte inorgânico 
dos ossos e do esmalte dos dentes dos mamíferos. Nestes casos, ocorre sob a forma de 
variantes não estequiométricas e nanocristalinas contendo H2O, 
2
3CO
 , 24HPO
 , e 
quantidades muito pequenas de Na
+
, K
+
, Mg
2+
, F

 e Cl

 (Tabela 2).
3
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Tabela 2. Teores dos constituintes inorgânicos principais dos tecidos ósseos de um 
homem adulto e da hidroxiapatite estequiométrica 
4,6
 
 
 % Mássica 
Composição Esmalte Dentina Osso Ca10(PO4)6(OH)2 
Cálcio 36,5 35,1 34,8 39,6 
Fósforo 17,7 16,9 15,2 18,5 
Ca/P 1,63 1,61 1,71 1,67 
Sódio 0,5 0,6 0,9  
Magnésio 0,44 1,23 0,72  
Potássio 0,08 0,05 0,03  
Carbonato 3,5 5,6 7,4  
Fluoreto 0,001 0,06 0,03  
Cloreto 0,30 0,01 0,13  
Água 1,5 10 10  
 
A hidroxiapatite estequiométrica, Ca10(PO4)6(OH)2, sintetizada em laboratório, 
tem uma boa biocompatibilidade devido às semelhanças de composição com as 
hidroxiapatites biológicas. É, por isso, largamente explorada em aplicações médicas, 
sobretudo na composição de materiais para reparação de fracturas ósseas, cáries 
dentárias e outros defeitos dos tecidos duros. É também usada no revestimento de 
implantes metálicos, com o objectivo de diminuir os riscos de rejeição destes pelo 
organismo.
5,13-16
O uso de hidroxiapatite e outros fosfatos de cálcio em diversas 
aplicações requer normalmente a sua caracterização elementar e estrutural. A 
caracterização estrutural é sobretudo realizada utilizando técnicas de difracção de raios-
X (DRX) e espectroscopia de infravermelhos (FT-IR). Na análise do teor em cálcio 
usam-se maioritariamente as técnicas de absorção atómica (AA), espectrometria de 
emissão atómica por plasma indutivamente acoplado (ICP), e espectroscopia de 
dispersão de raios-X (EDS) e o teor em fósforo é normalmente obtido por meio de ICP 
ou espectrocopia de UV-Vis.
17-32 
Estas técnicas estão dependentes de aparelhos sofisticados e dispendiosos que, 
muitas vezes, não estão disponíveis em laboratórios de síntese. As análises são então 
efectuadas por laboratórios especializados mediante pagamento, ou então através de 
colaborações científicas com outros laboratórios que tenham acesso a estes 
4 
 
equipamentos. Para além disso os métodos referidos não oferecem qualquer indicação 
relativamente ao teor em ião hidroxilo na amostra. 
O objectivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método de análise 
elementar para este tipo de compostos que, dependendo apenas de um eléctrodo de pH e 
técnicas de potenciometria, possa ser usado para a determinação rápida, precisa e 
económica do seu teor em cálcio e fósforo. Além disso, uma análise por técnicas de 
especiação permite igualmente a este método a determinação do teor em OH
−
 em 
amostras de hidroxiapatite. Pretende-se que o procedimento estabelecido seja 
susceptível de ser posteriormente automatizado, utilizando por exemplo técnicas de FIA 
(Flow Injection Analysis). 
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2.  Parte Experimental 
 
2.1. Reagentes e Soluções 
Hidroxiapatite (Merck, para biocêramicos, dimensão das partículas: cerca de 1 
μm) e Na2H2EDTA∙2H2O (Merck, Titriplex III) foram pré-secos numa estufa a 75 ºC 
durante duas horas. 
A resina de permuta catiónica, Amberlite IR-120, foi preparada mergulhando-a 
num volume 5 vezes superior de uma solução de NaCl 1M e lavando depois com 20 
volumes de água desionizada, ficando deste modo saturada em iões sódio. O processo 
de eluição com ácido para recuperação do cálcio descrito no passo de separação (ver 
abaixo) resulta na saturação da resina com iões H
+
, ficando esta preparada para ser 
reutilizada. 
As soluções de HCl 0,1 M e KOH 0,09134 M e 1,232 M foram preparadas 
utilizando ampolas de titrisol (Merck para o ácido 0,1 M e base 1,232 M e Ridel-
deHaën para a base 0,09134 M). Para minimizar a carbonatação, as soluções básicas 
foram preparadas com água desionizada previamente fervida durante uma hora e 
mantida sob fluxo de azoto durante o arrefecimento e armazenadas em frascos fechados 
por um adaptador contendo ascarite. A sua concentração exacta foi determinada por 
titulação com uma solução de ácido clorídrico de concentração conhecida. O teor em 
carbonato foi determinado utilizando o método de Gran (Anexo 1), obtendo-se valores 
inferiores a 1%.
33,34,35 
A solução de EDTA 0,01 M foi preparada seguindo o procedimento descrito por 
Skoog et al.:
36
 Pesaram-se 3,7995 g de Na2H2EDTA∙2H2O pré-seco, sendo transferidos 
para um balão volumétrico de 1 l ao qual foram adicionados cerca de 600 ml de água 
desionizada. O sólido foi deixado dissolver, agitando o balão periodicamente. Após 
completamente dissolvido aferiu-se o volume ao traço com água desionizada e 
homogeneizou-se a solução. 
A solução de KCl 1 M foi preparada pesando 74,557 g de KCl (Merck, p.a.) e 
perfazendo o volume ao traço com água desionizada num balão volumétrico de 1 l. 
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Uma solução tampão de pH 10 foi preparada pipetando 8 ml de uma solução de 
amónia 2 M para um balão volumétrico de 100 ml, juntamente com 2 ml de uma 
solução de NH4Cl 2M e completando o volume com água desionizada. A solução de 
amónia 2 M foi preparada pipetando 31 ml de amónia concentrada (Merck, 25%, p.a.) 
para um balão volumétrico de 100 ml e aferindo o volume ao traço com água 
desionizada. A solução de NH4Cl 2 M foi preparada pesando 10,699 g de NH4Cl (ACS, 
ISO p.a.) o qual foi dissolvido e transferido para um balão volumétrico de 100 ml, 
perfazendo o volume ao traço com água desionizada. 
A água desionizada utilizada foi obtida por destilação de água da torneira 
seguida de desionização num aparelho Mili-Q plus 185. A condutividade, medida no 
aparelho, era de 18,2 MΩ·cm. 
 
2.2. Equipamento 
Todas as pesagens foram efectuadas numa balança Adam Equipment WA 210, 
com um erro associado de ±0,0001 g. Realizaram-se as titulações utilizando um 
medidor de pH da Crison micropH 2002 com uma precisão de 0,1 mV, e microburetas 
Metrohm 665 Dosimat de precisão 0,001 ml. O sinal foi seguido com recurso a um 
eléctrodo combinado de vidro (Crison pH 0-14) ou a um eléctrodo selectivo de cálcio 
(Orion), sendo o último usado conjuntamente com um eléctrodo de referência de 
prata/cloreto de prata (Metrohm Ag.AgCl/3M KCl). Para volumes inferiores a 2 ml 
utilizaram-se micropitetas Rainin de 100-1000 e 200-2000 μl. O eléctrodo de vidro 
empregue no doseamento de OH

 por especiação (parágrafo 2.3.2) foi calibrado antes 
das experiências recorrendo a uma titulação ácido forte/base forte usando HCl e KOH. 
Todo o material de vidro utilizado foi do tipo A. Os erros que lhe estão 
associados assim como aos volumes medidos pelas micropipetas encontram-se 
resumidos no Anexo 2. 
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2.3. Procedimento Experimental 
 
2.3.1. Análise do Cálcio e Fósforo 
 Neste parágrafo são descritos os procedimentos de optimização dos vários 
passos do método de análise de cálcio e fósforo. O método desenvolvido envolve quatro 
passos: preparação da amostra, separação dos iões cálcio e fosfato em duas soluções e, 
finalmente, a análise individual de cada uma destas soluções por titulação 
potenciométrica (Anexo 3). 
 
2.3.1.1. Preparação da Amostra 
Cerca de 100 mg de hidroxiapatite foram pesados e transferidos para uma célula 
de titulação, juntamente com 25 ml de água desionizada. Mergulhou-se um eléctrodo 
combinado de vidro na solução e adicionou-se HCl 0,1 M até pH ~ 2. 
Os iões cálcio e fosfato presentes na solução obtida foram separados em duas 
soluções distintas, com recurso a uma resina de permuta catiónica. Testaram-se dois 
procedimentos para realizar esta separação. 
Método 1. A solução obtida por dissolução da amostra foi colocada num copo 
contendo cerca de 100 ml de resina, deixando-se a mistura em contacto durante 1 h, 
com agitação ocasional usando uma vareta de vidro. Este processo permite reter o 
conteúdo da amostra em Ca
2+
 na resina, permanecendo o correspondente teor em 
fósforo em solução. A resina foi separada da solução por filtração à trompa e, em 
seguida, lavada duas vezes com água desionizada. A combinação do filtrado e das 
várias águas de lavagem, cujo volume total foi determinado com uma proveta, originou 
uma solução contendo o fósforo da amostra. Seguidamente, transferiu-se a resina para 
uma coluna de carga eluindo-se o cálcio com aproximadamente 400 ml de HNO3 5M, 
usando um fluxo de ~3 ml·min
-1
. O volume total de eluído foi medido com uma proveta 
e guardado, obtendo-se a solução de cálcio. A concentração e volume da solução de 
HNO3 utilizada na eluição do cálcio inicialmente retido na resina foram definidos 
conforme abaixo descrito. 
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Método 2. Neste caso realizou-se a separação dos iões através da montagem 
ilustrada na Figura 2. Este sistema, projectado e construído no âmbito do presente 
trabalho, é constituído pela ampola de decantação 1 e pelo dispositivo de filtração 2. 
Após a dissolução da amostra de hidroxiapatite, transferiu-se a solução obtida para a 
ampola 1 contendo cerca 100 ml da resina de permuta catiónica. A ampola foi fechada 
com o dispositivo de filtragem 2 e transferida para um agitador de vai-vem onde foi 
mantida sob agitação durante 1 h. A montagem foi então colocada num suporte 
universal, em posição invertida, conforme indicado na Figura 2, e a solução separada da 
resina por filtração gravítica. A resina foi lavada duas vezes com água desionizada e o 
volume total do filtrado e das águas de lavagem medido com uma proveta, obtendo-se  
 
 
Figura 2. Esquema da montagem usada na separação dos conteúdos da amostra em 
cálcio e fósforo, segundo o método 2 (ver texto). 1 – ampola de decantação em posição 
invertida; 2 – dispositivo de filtragem; 3 – esmerilado 29/32; 4 – placa porosa G0. 
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assim a solução de fosfato. Para recuperar o cálcio, introduziram-se 400 ml de HNO3 5 
M na ampola contendo a resina, que foi em seguida fechada com o dispositivo de 
filtragem 2 e colocada novamente no agitador de vai-vem durante 1 h. Filtrou-se a 
mistura, conforme descrito anteriormente, lavando-a duas vezes com água desionizada. 
O volume total do filtrado e das águas de lavagem foi medido com uma proveta, 
obtendo-se a solução de cálcio. 
 A concentração e volume de eluente necessários para uma recuperação eficaz do 
cálcio inicialmente retido na resina foram fixados com base no seguinte teste. Cerca de 
100 mg de hidroxiapatite foram pesados e transferidos para uma célula de titulação 
juntamente com 25 ml de água desionizada. Um eléctrodo combinado de vidro foi 
mergulhado na solução e HCl 0,1 M foi adicionado até pH ~ 2. A solução obtida foi 
transferida para um copo contendo cerca de 100 ml da resina de permuta catiónica, 
deixando-se a mistura em contacto durante 1 h, com agitação ocasional usando uma 
vareta de vidro. Ao fim desse tempo filtrou-se a resina à trompa lavando duas vezes 
com água desionizada. A resina foi transferida para uma coluna de carga procedendo-se 
à eluição do cálcio com HNO3 2 M durante várias horas (caudal ~ 3 ml·min
-1
), sendo 
retirada uma amostra do eluído a cada 100 ml de eluente utilizado. Repetiu-se a 
experiência com HNO3 5 M. Mediu-se então a concentração de cálcio nas amostras com 
recurso a um eléctrodo selectivo de cálcio (CaSE), usado conjuntamente com um 
eléctrodo de referência de Ag/AgCl. 
 A calibração do eléctrodo de cálcio foi realizada de acordo com o seguinte 
procedimento. Pipetaram-se 20 ml de água desionizada para uma célula de titulação 
juntamente com 5 ml de KCl 1M. Efectuaram-se adições sucessivas de 100 μl de um 
padrão de Ca
2+
 1000 ppm (Carlo Ebra, para absorção atómica), medindo-se o potencial 
após cada adição. 
 A concentração em cálcio na amostra foi então determinada com recurso ao 
método da adição padrão. Pipetaram-se 15 ml de amostra para a célula de titulação 
vazia. Juntou-se, em seguida, amónia concentrada (Merck, 25%, p.a.) até pH ~ 5 
(medido com papel indicador) de modo a neutralizar a solução. Adicionaram-se ainda 5 
ml de KCl 1M. Foram feitas adições sucessivas de 100 μl de um padrão de Ca2+ 1000 
ppm (Carlo Ebra, para absorção atómica), medindo o potencial após cada adição. 
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 Este teste permitiu verificar que a recuperação de cálcio utilizando HNO3 5 M 
era mais rápida e eficiente do que com HNO3 2 M, e que 400 ml era o volume mínimo 
de HNO3 5 M necessário para uma remoção quantitativa (Figura 3). 
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Figura 3. Concentrações de cálcio nas amostras recolhidas durante o processo de 
recuperação de Ca
2+
 da resina de permuta catiónica, em função do volume e 
concentração de ácido nítrico utilizado. 
 
2.3.1.2. Determinação do Teor em Cálcio 
A determinação do conteúdo da amostra em cálcio foi efectuada por dois 
métodos diferentes, usando um eléctrodo específico de cálcio, CaSE, (Método 1) ou um 
eléctrodo combinado de vidro (Método 2). 
 Método 1. 10 ml da solução de cálcio foram pipetados para uma célula de 
titulação. Juntou-se amónia concentrada (Merck, p.a., 25%) até pH ~ 10 (medido com 
papel indicador) e 10 ml de uma solução tampão NH4Cl/NH4OH de pH 10. A solução 
obtida foi titulada com EDTA 0,01 M, usando um eléctrodo selectivo de cálcio e um 
eléctrodo de prata/cloreto de prata como referência. 
 Método 2. Pipetaram-se 23 ml da solução de cálcio para uma célula de titulação 
juntamente com 2,5 ml de KCl 1M. Adicionaram-se pastilhas de KOH (Merck, p.a.) até 
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a solução apresentar pH ~ 2 (medido com papel indicador). Um eléctrodo combinado de 
vidro foi mergulhado na solução e esta desarejada borbulhando azoto durante 15 
minutos. Após o desarejamento, adicionou-se KOH 0,09134M até pH 8. A solução foi 
então titulada com H2EDTA
2−
 0,01 M e KOH 0,09134 M. Por cada adição de EDTA 
dihidrogenado juntou-se à solução um volume de KOH 0,09134 M adequado para fazer 
regressar o pH ao seu valor original. 
 As reacções a considerar antes e depois do ponto de equivalência são, 
respectivamente: 
 Ca
2+
(aq) + H2EDTA
2
(aq)  CaEDTA(aq) + 2H+(aq)   (1) 
(aq)H(aq)HEDTA(aq)EDTAH 322       (2) 
De facto, embora a pH = 8 e na ausência de Ca
2+
, a espécie predominante do EDTA em 
solução seja HEDTA
3−
, a reacção 2 é menos favorável (log K = 6,11; t = 25 ºC; I = 
0,1),
37
 do que que a reacção 1 (log K = 10,61; t = 25 ºC; I = 0,1),
37
 só ocorrendo após 
verificar-se a complexação total do cálcio. Note-se que a adição de H2EDTA
2−
 à mistura 
reaccional origina uma diminuição de pH devido à libertação de protões que acompanha 
as reacções 1 e 2. Porém, enquanto na primeira se formam duas moles de H
+
 por mole 
de H2EDTA
2−
 adicionado, na segunda essa proporção é 1:1.  Conforme acima referido 
esses protões são por sua vez neutralizados mediante adição de KOH. 
Consequentemente, a representação do volume de hidróxido de potássio utilizado ao 
longo da titulação, V(KOH), em função do correspondente volume de H2EDTA
2−
, 
V(EDTA), deve originar duas rectas de declives diferentes que se cruzam no ponto de 
equivalência (Figura 4). O declive da recta inicial deve corresponder ao dobro do 
declive da recta final, reflectindo o facto de a neutralização dos protões resultantes da 
reacção 1 requerer o dobro da quantidade de KOH que a neutralização dos protões 
gerados na reacção 2. 
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Figura 4. Exemplo da determinação do ponto de equivalência de uma titulação da 
solução de cálcio com EDTA usando o eléctrodo combinado de vidro. 
 
2.3.1.3. Determinação do Teor em Fósforo 
 Pipetaram-se 25 ml da solução de fosfato para a célula de titulação. O eléctrodo 
combinado de vidro foi mergulhado na solução e esta foi desarejada borbulhando azoto 
durante 15 minutos. Após desarejamento, a solução foi titulada com KOH 0,09134 M. 
 Como resultado dos processos de dissolução da amostra e posterior separação 
iónica (ver acima), a solução de fosfato consiste numa mistura de iões fosfato e ácidos 
fortes (HCl e vestígios de HNO3 que possam ter permanecido na resina após remoção 
do cálcio). Consequentemente, o primeiro ponto de equivalência da titulação desta 
solução com KOH 0,09134 M corresponde à titulação conjunta do ácido fosfórico e das 
restantes espécies ácidas em solução. Por essa razão, não pode ser utilizado no 
doseamento do fosfato (Figura 5).  Utiliza-se em sua substituição a diferença entre os 
volumes do primeiro e segundo pontos de equivalência, que equivale ao volume 
necessário para a titulação do segundo protão do ácido fosfórico. Com base nesta 
diferença (v2  v1), na concentração de KOH, cKOH, e no volume da toma, Vtoma, é 
possível obter a concentração total de fosfato, 
4PO
c  através da equação: 
 2 1PO4 KOH
toma
v v
c c
V

         (3) 
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Figura 5. (a) Curva de titulação da solução de fosfato com hidróxido de potássio, 
0,09134 M. v1 – volume do primeiro ponto de equivalência; v2 – volume do segundo 
ponto de equivalência. (b) Derivada de segunda ordem da curva (a). 
  
2.3.2. Análise do Ião Hidroxilo 
2.3.2.1. Preparação da Amostra e Determinação do Teor em Ião 
Hidroxilo 
Cerca de 100 mg de hidroxiapatite foram colocados numa célula de titulação 
juntamente com 20 ml de água desionizada e 5 ml de KCl 1M. Adicionou-se em 
seguida HCl 0,1 M até pH = 2. Após cada adição de ácido, mediu-se a diferença de 
potencial na solução com recurso a um eléctrodo combinado de vidro.  
Note-se, que, partir de pH ~ 2,5 já toda a amostra se encontra dissolvida. 
Continuando a adição de ácido até pH = 2, e registando a diferença de potencial a cada 
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adição, obtêm-se pares de valores de volume de ácido adicionado e diferença de 
potencial medida, que são organizados em N pontos (vi, Ei) em que N corresponde ao 
número de adições de ácido efectuadas entre pH 2,5 e 2, e vi e Ei são, respectivamente, o 
volume de ácido adicionado e a diferença de potencial medida no ponto i. Estes dados 
servem de base à determinação do teor em ião hidroxilo na amostra utilizando cálculos 
de especiação, segundo o algoritmo representado na Figura 6. 
Para realizar estes cálculos é necessário considerar todas as espécies presentes 
em solução. As concentrações destas espécies estão relacionadas por equações de 
equilíbrio e balanços de massa. A partir destas é possível construir um sistema de n 
equações e n incógnitas (as concentrações das várias espécies em solução), cuja 
resolução conduz às concentrações desejadas. 
No caso presente, a solução em análise resulta da dissolução ácida de uma 
amostra contendo cálcio, fosfato e iões hidroxilo. Consideraram-se, assim, as seguintes 
reacções: 
3
4PO +H
+
  24HPO         (4) 
2
4HPO +H
+
  42POH        (5) 

42POH +H
+
  H3PO4       (6) 
Ca
2+
+ 24HPO   CaHPO4       (7) 
Ca
2+
+ 42POH   2 4CaH PO
        (8) 
OH
−
+H
+
  H2O        (9) 
assim como o equilíbrio de auto protólise da água, 
H2O  OH
−
+H
+
        (10) 
As reacções 4-10 envolvem nove espécies ( H ; OH ; 34PO ; 
2
4HPO ; 2 4H PO
 ; 
43POH ; 2Ca ; 4CaHPO ; 42POCaH ), cujas concentrações individuais são 
desconhecidas, conhecendo-se apenas as concentrações totais ou analíticas. Para as 
obter considerou-se o seguinte conjunto de nove equações:  
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][OH]PO2[CaH][CaHPO 
]PO3[H]PO2[H][HPO][H
424
4342
2
4H



C
   (11) 
]PO[CaH][CaHPO
]PO[H]PO[H][HPO][PO
424
4342
2
4
3
4PO4



C
    (12) 
 ]PO[CaH][CaHPO][Ca 424
2
Ca
 C      (13) 
 
]][PO[H
][HPO
3
4
2
4
1


         (14) 
 
][PO][H
]PO[H
3
4
2
42
2


         (15) 
 
][PO][H
]PO[H
3
4
3
43
3

         (16) 
 
]][PO][H[Ca
][CaHPO
3
4
2
4
CaHPO4 
       (17) 
 
][PO]][H[Ca
]PO[CaH
3
4
22
42
POCaH 42 

       (18) 
 ]][OH[Hw K         (19) 
 No caso concreto da determinação do ião hidroxilo a concentração total do 
protão (CH) é desconhecida, uma vez que parte do ácido adicionado reage com o ião 
hidroxilo presente na amostra formando água. Assim, para que o sistema seja resolúvel 
é necessário obter a concentração de uma das espécies em solução. Isto é conseguido 
através da medição da diferença de potencial, E, dada pelo eléctrodo combinado de 
vidro, que se encontra relacionada com a concentração de hidrogenião. 
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Figura 6. Algoritmo para o cálculo do teor em ião hidroxilo (%OH) na amostra. iv – 
volume de HCl adicionado até ao ponto i, em litros; V0 – volume inicial da solução, em 
litros; cHCl – concentração do ácido adicionado Ei – diferença de potencial no ponto i, 
obtida com um electrodo combinado de vidro; mam – massa de amostra, em gramas; K e 
S – constantes da célula; %Ca – teor em cálcio na amostra; %PO4 – teor em fosfato na 
amostra; β1, β2, β3  – constantes globais de formação das espécies de fosfato; 4CaHPO  – 
constante global de formação de CaHPO4; 42POCaH  – constante global de formação de 
2 4CaH PO
 ; Kw – constante de autoprotólise da água; N – número de pontos; CH – 
concentração total de protão em solução; CCa – concentração total de cálcio em solução; 
4POC  – concentração total de fosfato em solução. 
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A implementação do algoritmo representado na Figura 6, utilizando uma folha 
de cálculo de EXCEL, está ilustrada nas Figuras 7 e 8.  
Uma vez que a concentração total de hidrogénio, CH, não é conhecida, começa-
se por arbitrar um valor para o teor em ião hidroxilo na apatite, fracção mássica, em 
percentagem (%OH). Isto permite calcular CH que é, por sua vez, igual à concentração 
total de ácido adicionado menos a concentração do ião hidroxilo, ou seja: 
am
HCl
H
0 i OH 0 i
%OH
100
( )
i
m
v c
C
V v M V v
 
 
       (20) 
Na equação anterior iv  (em litros) e cHCl (M) representam volume e a concentração da 
solução de HCl adicionada até ao ponto i, respectivamente; V0 (em litros) é o volume 
inicial da solução em análise; mam é massa de amostra (g); e MOH é a massa molar do ião 
hidroxilo. 
 Outro valor arbitrado é a concentração de cálcio livre, [Ca
2+
], o que permite 
simplificar o cálculo das espécies em solução. 
 Com esta estratégia pode então obter-se as concentrações individuais das nove 
espécies consideradas. Os valores das concentrações totais calculadas e conhecidas são 
então comparados através do cálculo das respectivas diferenças ( 21iD para Ca e 
2
2iD  para 
H) e calculada também a soma dos quadrados desses desvios 2iD  = 
2
1iD  + 
2
2iD .  Os 
valores de %OH e [Ca
2+
] são então ajustados com recurso à ferramenta SOLVER do 
EXCEL (Figura 8) de modo a minimizar o valor M = 2iD . 
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Figura 7. Folha de cálculo para o cálculo do teor em ião hidroxilo na amostra de 
hidroxiapatite, elaborado segundo o algoritmo da Figura 5. No canto superior esquerdo 
encontram-se todas as grandezas conhecidas. As duas primeiras colunas encontram-se 
preenchidas com os valores de vi e Ei. Nas colunas C e I encontram-se, a vermelho, os 
valores arbitrados para o %OHi e [Ca
2+
]i.  
 
 
Figura 8. Janelas de parâmetros e opções da função SOLVER do EXCEL. 
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2.4. Técnicas Alternativas para Comparação de Resultados 
A amostra de hidroxiapatite foi caracterizada por técnicas de análise elementar 
usadas habitualmente para este tipo de compostos, de modo a avaliar a exactidão dos 
resultados obtidos pelo método potenciométrico. 
2.4.1. Determinação do Cálcio por Absorção Atómica de Chama 
O teor em cálcio foi determinado por absorção atómica usando o método da 
recta de calibração e um aparelho AA Spectometer S Series da Thermo Electron 
Corporation com uma chama de ar/acetileno. 
 Uma solução de KCl com uma concentração de 50 gdm-3 em K+ foi preparada 
colocando 9,542 g de KCl (Merck, p.a.) num balão de 100 ml e perfazendo o volume 
com água desionizada. Foram preparados quatro padrões de concentrações 2, 4, 6 e 8 
ppm em cálcio pipetando 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 μl de um padrão de Ca2+ 1000 ppm (Carlo 
Erba, para a absorção atómica) para balões volumétricos de 100 ml e adicionando 10 ml 
da solução de KCl. Os volumes foram então completados com água desionizada. Um 
branco foi igualmente preparado pipetando 10 ml da solução de KCl para um balão de 
100 ml e completando o volume com água desionizada. Preparou-se a amostra 
pipetando 5 ml da solução de cálcio obtida à qual foram adicionados 10 ml da solução 
de KCl e completado o volume com água desionizada. 
2.4.2. Determinação do Cálcio por Absorção Atómica com Câmara de 
Grafite 
O teor em cálcio da amostra de hidroxiapatite foi também determinado por 
absorção atómica, na Universidade de Duisburg-Essen (Alemanha), num aparelho AA 
Spectometer M Series com uma câmara de grafite GF 95. 
2.4.3. Determinação do Fósforo por Cromatografia Iónica 
O doseamento do teor em fósforo na amostra (dado como fosfato) foi efectuado 
por cromatografia iónica, usando o método da recta de calibração e um aparelho Dionex 
ICS-1500 com uma coluna de permuta aniónica Dionex AS14A (4  250 mm), um 
sistema de injecção de loop (25 μl), um supressor de micromembrana ASRS e um 
detector condutimétrico incorporado DS6 Heated Conductivity Cell. Usou-se como 
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eluente uma solução de carbonato/bicarbonato (4,013 mM/12,39 mM) de pH 9,8. Foi 
preparada uma solução de 1002,6 ppm em fosfato pesando 1,83833 g de K2HPO4 
(Merck, p.a.), pré-seco, que foi colocado num balão de 1 l cujo volume foi completado 
com água desionizada. Foram pipetados 0,8, 1,0, 1,2, 1,4 e 1,6 ml da solução de fosfato 
1002,6 ppm para balões de 100 ml, cujo volume foi completado com água desionizada 
preparando-se assim padrões de fosfato com concentrações 8,02, 10,03, 12,03, 14,04 e 
16,04. A amostra foi preparada pipetando 5 ml da solução de fósforo obtida para um 
balão de 100 ml, completando o volume com água desionizada. 
2.4.4. Determinação do Cálcio e Fósforo por Espectrometria de 
Emissão Atómica por Plasma Indutivamente Acoplado (ICP) 
O teor em cálcio, assim como o teor em fósforo da amostra de hidroxiapatite, 
foram obtidos num espectrómetro de emissão atómica por plasma indutivamente 
acoplado, Perkin Elmer Optima 2000 DV no laboratório de análises do Instituto 
Superior Técnico da Universidade Técnica de Lisboa. 
2.4.5. Determinação do Fósforo por Espectrofotometria de UV-Vis 
O teor em fósforo da amostra de hidroxiapatite foi determinado por 
espectrofotometria de UV-Vis na Universidade de Duisburg-Essen, usando um aparelho 
Varian CARY 1 Bio. 
 
3.  Resultados e Discussão 
A Tabela que se encontra no Anexo 4 resume os resultados obtidos para a 
análise de cálcio, fósforo e ião hidroxilo pelos diferentes procedimentos testados no 
decorrer deste trabalho. 
3.1. Determinação do Teor em Cálcio 
Na Tabela 3 estão resumidos os resultados obtidos pelas técnicas de referência e 
potenciométricas para o teor em cálcio na amostra, assim como o desvio padrão 
associado às medições. Estes resultados são também ilustrados graficamente na Figura 
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9. A Tabela 4 mostra a comparação entre os resultados obtidos pelas diferentes técnicas 
utilizando o teste t para 95% de confiança. 
Tabela 3. Resultados para a determinação do teor em cálcio (fracção mássica, em 
percentagem), na amostra de hidroxiapatite, obtidos pelas técnicas de referência 
comparativamente com os obtidos pelas técnicas potenciométricas.
 
Técnicas de Referência %Ca Desvio Padrão Nº. de medições 
AA Chama 40,4 0,6 5 
AA Câmara de Grafite 38,7 0,3 4 
ICP 37,3 0,5 2 
    
Técnicas Potenciométricas %Ca Desvio Padrão Nº. de medições 
CaSE
a 
37,2 0,2 3 
CaSE
b 
37,1 0,5 3 
Eléctrodo de vidro
a 
38,5 0,3 3 
a
Separação em coluna.  
b
Separação com ampola. 
 
 
Figura 9. Resultados obtidos para o teor em cálcio (fracção mássica, em percentagem) 
pelas diferentes técnicas utilizadas, afectados do seu desvio padrão e comparados com o 
valor esperado para uma hidroxiapatite estequiométrica (tracejado horizontal). 
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Tabela 4. Comparação entre os valores obtidos, para o teor em Ca na amostra de 
hidroxiapatite, pelas diferentes técnicas utilizando o teste t (os resultados foram 
considerados diferentes para um grau de incerteza superior a 5%). 
Técnicas de Referência Técnicas potenciométricas 
 ICP 
AA 
chama 
AA 
câmara 
de grafite 
CaSE 
Separação 
em coluna 
Eléctrodo pH 
Separação 
em coluna 
CaES 
Separação em 
ampola 
Técnicas de 
Referência 
ICP  Diferente Diferente Igual Igual Igual 
AA chama Diferente  Diferente Diferente Diferente Diferente 
AA câmara 
de grafite 
Diferente Diferente  Diferente Igual Diferente 
Técnicas 
Potenciométricas 
Eléctrodo Ca 
Separação em 
coluna 
Igual Diferente Diferente  Diferente Igual 
Eléctrodo pH 
Separação em 
coluna 
Igual Diferente Igual Diferente  Diferente 
Eléctrodo Ca 
Separação em 
ampola 
Igual Diferente Diferente Igual Diferente  
 
 A utilização do teste t, com 95% de confiança, (Tabela 4) indica a discordância 
entre os resultados obtidos pelas diferentes técnicas de referência. Pode observar-se 
contudo que, apesar desta discordância, os valores não distam mais de 3 pontos 
percentuais entre si e que o valor para uma hidroxiapatite estequiométrica (39,89%) se 
encontra no interior deste intervalo (Tabela 3, Figura 9). Estas diferenças podem ser 
explicadas tendo em conta o reduzido número de réplicas realizadas para cada técnica, 
reflectindo igualmente as diferenças que se observam na análise da mesma amostra por 
diferentes técnicas e diferentes laboratórios. 
 Tanto a Tabela 3 como a Figura 9 permitem concluir que os resultados obtidos 
pelas técnicas potenciométricas se encontram abrangidos pelo intervalo definido pelas 
técnicas de referência, o que atesta a boa exactidão do método desenvolvido no presente 
trabalho. Nota-se ainda que os valores de %Ca obtidos com a utilização do CaSE se 
aproximam do resultado de ICP, com o teor em cálcio obtido através do eléctrodo de 
vidro a apresentar valores superiores, aproximando-se do valor obtido por absorção 
atómica com câmara de grafite. 
Os valores de desvio padrão obtidos pelas diferentes técnicas são uma medida da 
precisão que lhes está associada. Pode observar-se na Tabela 3 e na Figura 9 que estes 
não variam significativamente quando um eléctrodo específico de cálcio é substituído 
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por um eléctrodo de vidro. Como tal pode dizer-se que as técnicas baseadas no uso 
alternativo destes dois eléctrodos possuem precisões semelhantes. 
 Outro aspecto importante é a comparação dos valores obtidos para o teor em 
cálcio após a sua separação do fósforo usando uma resina de permuta iónica contida 
numa coluna de carga ou numa ampola de decantação. A análise da Tabela 3 e da 
Figura 9 não evidencia qualquer influência importante do método de separação nos 
resultados obtidos. 
3.1.1. Conclusões 
Os resultados do presente trabalho permitem concluir que o teor em cálcio numa 
amostra de hidroxiapatite pode ser determinado pelo método desenvolvido sendo os 
valores obtidos concordantes com os métodos estabelecidos para estes compostos. 
A utilização de um eléctrodo de vidro provou ser eficaz para a determinação do 
cálcio. Este resultado é importante para uma eventual automatização da técnica, uma 
vez que a realização de todas as medições pode ser baseada num único sensor, 
permitindo simplificar a implementação do processo. 
Por fim, também a variação do método de separação não evidenciou qualquer 
diferença em termos de resultado. Muito embora a utilização de uma coluna contendo a 
resina de permuta catiónica seja vantajosa na perspectiva de automatização da técnica, o 
processo baseado no uso de uma ampola de decantação é preferível para realizar 
análises não automáticas uma vez que o manuseamento da resina se torna mais fácil e o 
tempo necessário para a análise é menor. 
3.2. Determinação do Teor em Fósforo 
 Na Tabela 5 estão resumidos os resultados obtidos para o teor em fósforo na 
amostra obtidos pelas técnicas de referência e potenciométricas assim como o desvio 
padrão associado a estas medições. Estes resultados são também ilustrados graficamente 
na Figura 10. A Tabela 6 apresenta a comparação entre os vários resultados obtidos 
utilizando o teste t para 95% de confiança. 
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Tabela 5. Resultados para o teor em P (fracção mássica, em percentagem), na amostra 
de hidroxiapatite, obtidos pelas técnicas de referência comparativamente com os obtidos 
pelas técnicas potenciométricas.
 
Técnicas de Referência %P Desvio Padrão Nº. de medições 
IC 15,6 0,3 4 
UV-Vis 17,33 0,04 4 
ICP 17,5 0,3 2 
    
Técnicas Potenciométricas %P Desvio Padrão Nº. de medições 
Eléctrodo de vidro
a 
17,3 1,0 5 
Eléctrodo de vidro
b 
16,464 0,006 3 
a
Separação em coluna.  
b
Separação com ampola. 
 
 
 
Figura 10. Resultados obtidos para o teor em fósforo (fracção mássica, em 
percentagem) pelas diferentes técnicas utilizadas, afectados do seu desvio padrão e 
comparados com o valor esperado para uma hidroxiapatite estequiométrica (tracejado 
horizontal). 
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Tabela 6. Comparação entre os valores obtidos, para o teor em P na amostra de 
hidroxiapatite, pelas diferentes técnicas utilizando o teste t (os resultados foram 
considerados diferentes para um grau de incerteza superior a 5%). 
Técnicas de Referência Técnicas Potenciométricas 
 ICP UV-Vis IC 
Eléctrodo pH 
Separação em coluna 
Eléctrodo pH 
Separação em ampola 
Técnicas de 
Referência 
ICP  Igual Diferente Igual Igual 
UV-Vis Igual  Diferente Igual Diferente 
IC Diferente Diferente  Diferente Diferente 
Técnicas 
Potenciométricas 
Eléctrodo pH 
Separação em 
coluna 
Igual Igual Diferente  Igual 
Eléctrodo pH 
Separação em 
ampola 
Igual Diferente Diferente Igual  
 
 
A Tabela 5 e a Figura 10 mostram que os valores obtidos pelos diferentes 
métodos de referência e técnicas potenciométricas se em encontram em acordo, sendo a 
excepção a cromatografia iónica. O valor obtido para o teor em fósforo na amostra de 
hidroxiapatite por cromatografia iónica é claramente inferior aos resultados obtidos por 
todas as outras técnicas. Contudo, e tal como sucede para o caso do cálcio, esta 
diferença não é muito significativa (~ 2%). 
A solução analisada por cromatografia iónica tinha sido previamente submetida 
ao processo de separação por ampola desenvolvido no âmbito deste trabalho. É possível 
que a diferença observada relativamente aos outros métodos possa ser devida a uma 
separação ineficaz na produção da solução de fosfato. Contrariamente ao que sucede na 
separação em coluna, as separações em ampola não são feitas por sucção à trompa, o 
que poderia fazer com que a resina não tenha ficado bem seca e contivesse ainda algum 
fosfato. 
 
3.2.1. Conclusões 
Os resultados obtidos demonstram a eficácia da metodologia desenvolvida neste 
trabalho para quantificação do fósforo numa amostra de hidroxiapatite. Contudo, as 
experiências de cromatografia iónica sugerem que a solução contendo fósforo pode não 
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ser quantitativamente recuperada mediante o processo baseado na separação de cálcio e 
fósforo usando a montagem da Figura 2. A utilização de vácuo durante a filtração da 
resina talvez permita eliminar este problema. 
 
3.3. Determinação do Teor em Ião Hidroxilo
 
 O resultado obtido para o teor em ião hidroxilo nas experiências de especiação, 
afectado do respectivo desvio padrão, é comparado na Tabela 7 com o teor esperado 
para uma hidroxiapatite estequiométrica, Ca10(PO4)6(OH)2.  Como se pode ver os dois 
valores estão concordantes. Recorreu-se a esta comparação dado que, tanto quanto foi 
possível averiguar por pesquisa na literatura, não existe um método de referência para 
doseamento de OH

 em fosfatos de cálcio. De facto, aparentemente, o presente trabalho 
constitui a primeira tentativa nessa direcção. Por esta razão os valores de %Ca e %PO4 
inseridos no algoritmo correspondem a valores estequiométricos.  
 
Tabela 7. Comparação entre o teor em ião hidroxilo (%OH, fracção mássica, em 
percentagem) obtido neste trabalho por especiação e o valor correspondente a uma 
hidroxiapatite estequiométrica, Ca10(PO4)6(OH)2.
 
 %OH Desvio Padrão Número de medições 
Este trabalho 3,2 1,4 5 
Apatite estequiométrica 3,38   
 
 
3.3.1. Conclusões 
Os resultados deste trabalho indicam que a determinação do teor em ião 
hidroxilo em amostras de hidroxiapatite e fosfatos de cálcio afins, parece ser viável 
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através da utilização de um método de especiação, desde que os teores da amostra em 
cálcio e fósforo sejam conhecidos.  
O facto de o procedimento requerer apenas o registo do potencial de um 
eléctrodo combinado de vidro durante a dissolução ácida da amostra, tornam esta 
técnica igualmente atraente para uma posterior automatização. 
 
4.  Conclusões Finais 
A análise dos resultados indica que o método desenvolvido permite determinar 
com exactidão e precisão os teores em cálcio, fósforo e ião hidroxilo presentes numa 
amostra de hidroxiapatite. 
A metodologia desenvolvida tem características que tornam promissora a sua 
automatização. 
 
5.  Trabalho Futuro 
Uma vez provada a sua eficiência numa amostra de hidroxiapatite comercial, o 
método desenvolvido deve ser agora testado para outros fosfatos de cálcio 
estequiométricos, assim como para amostras não comerciais e, provavelmente, não 
puras, de modo a avaliar o seu alcance, limitações e interferências. 
As conclusões obtidas neste trabalho sugerem ainda que o método estabelecido 
tem boas características para uma posterior automatização baseada, por exemplo, na 
realização de titulações usando métodos de FIA com câmara de gradiente. Isto 
permitirá, seguramente, uma diminuição do tempo de análise e da quantidade de 
amostra necessária para as determinações. É de esperar, para além disso, que a 
automatização do processo conduza a um aumento da precisão dos resultados. 
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7.  Anexos 
 
Anexo 1. Determinação do Teor em Carbonato, nas Soluções de KOH, Utilizando o 
Método de Gran
 
O método de Gran é um método para a determinação do ponto de equivalência de uma 
titulação através do tratamento matemático dos pontos anteriores e posteriores ao ponto 
de equivalência.
33,34,35
 Através deste método obtêm-se duas rectas, uma para os pontos 
da zona ácida e uma segunda para os pontos da zona básica, cujo valor de intersecção 
com o eixo das abcissas é o valor do volume no ponto de equivalência. 
Para uma titulação em ausência de carbonato, os volumes nos pontos de equivalência 
determinados com recurso às rectas obtidas para a zona ácida e básica são iguais. 
Contudo, se a solução básica apresentar carbonato em solução este actuará também 
como base e, como tal, o ponto de equivalência determinado utilizando os pontos da 
zona ácida será inferior ao determinado utilizando os pontos na zona básica. Esta 
diferença encontra-se relacionada com a concentração de carbonato em solução 
permitindo assim determinar o seu teor na solução de base. 
Foram assim feitas titulações ácido-base entre as soluções de KOH 0,09134 e 1,232 M 
com soluções de HCl de concentrações conhecidas e os resultados tratados para a 
determinação do teor em carbonato em cada uma das bases. 
Os fundamentos da determinação do carbonato por este método são apresentados 
seguidamente. 
Numa titulação ácido forte/base forte tem-se que, antes do ponto de equivalência: 
 
 +
0
[H ] a a b b
b
c v c v
v v



        (A1) 
e, no ponto de equivalência:  
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a a b bc v c v          (A2) 
 b e
a
a
c v
c
v
          (A3) 
Substituindo a equação A3 em A1 obtém-se: 
 
0 0
[H ] b e b b e bb
b b
c v c v v v
c
v v v v
   
 
      (A4) 
Sabendo que 
 pH log(H )          (A5) 
tem-se: 
 pH
H
10 (H ) [H ] 
           (A6) 
Substituindo a equação A6 em A4 e rearranjando, vem: 
 
pH
0H
10 e b
b
b
v v
c
v v 
 


        (A7) 
 pH0 H( )10 ( )b b e bv v c v v 
         (A8) 
Se o coeficiente de actividade for constante ao longo da titulação, ou seja se a força 
iónica não variar, a equação A8 é a equação de uma recta com 
 pH0( )10by v v
          (A9) 
 bx v           (A10) 
Neste caso, o ponto de equivalência corresponde ao ponto de intersecção da recta com o 
eixo das abcissas. 
 Depois do ponto de equivalência: 
 
0
[OH ] b b a a
b
c v c v
v v
 

        (A11) 
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Como, 
 
'b e
a
a
c v
c
v
          (A12) 
então, 
 
0 0
'
[OH ] ( ' )b b b e b b e
b b
c v c v c
v v
v v v v
   
 
     (A13) 
Tendo em conta que, 
 w
+
[OH ]
[H ]
K           (A14) 
e, 
 pH
H
10 [H ] 
          (A15) 
obtém-se: 
 w
0
( ' )
[H ]
b
b e
b
K c
v v
v v
 

       (A16) 
 w
pH
0
H
( ' )
10
b
b e
b
K c
v v
v v
 

 

       (A17) 
 pH
w 0H
10 ( ' )
( )
b
b e
b
c
v v
K v v 
 

      (A18) 
 
 pH0
w H
( )10 ( ' )bb b e
c
v v v v
K  
         (A19) 
A equação A19 corresponde igualmente a uma recta que corta o eixo das abcissas no 
ponto 'ev . 
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 As rectas traduzidas pelas equações A8 e A19 podem então ser traçadas. Quando 
'ev  obtido pela equação A19 é maior que ev obtido pela equação A8, a diferença entre 
os dois valores é função da concentração de carbonato na solução: 
 a a
e
b
c v
v
c
          (A20) 
 '
'
a a
e
b
c v
v
c
          (A21) 
O valor de ev  obtido a partir da recta de Gran na zona ácida dá a concentração total de 
base na solução original: 
 2total 3[base] [OH ] 2[CO ]
a a
b
e
c v
c
v
          (A22) 
O valor de 'ev  obtido a partir da recta de Gran na zona básica dá a concentração em ião 
hidroxilo na solução original 
 ' [OH ]
'
a a
b
e
c v
c
v
          (A23) 
A concentração de carbonato na solução da base será: 
 2 23 3' [OH ] 2[CO ] [OH ] 2[CO ]b bc c
            (A24) 
 23
( ' )
[CO ]
2
b bc c          (A25) 
 
2
2 3
3
[CO ]
%[CO ] 100
bc

         (A26) 
Uma vez que a titulação é feita por medição do potencial e não do pH, é necessário 
ajustar as equações das rectas definidas pelas equações A8 e A19 de modo a que sejam 
dependentes apenas do pontencial medido ao invés do pH. 
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Considerando a equação de Nernst 
 0
2,303
log(H )
RT
E E
F
         (A27) 
 0
2,303
pH
RT
E E
F
          (A28) 
 
0( )
pH
2,303
E E F
RT

          (A29) 
daí que, 
 
0( )
2,303
0 H H
( )10
E E F
RT
b b e b bv v c v c v  

         (A30) 
 
0
2,303 2,303
0 H H
( )10 10
EF E F
RT RT
b b e b bv v c v c v  

        (A31) 
 
0 0
2,303 2,303 2,303
0 H H
( )10 10 10
EF E F E F
RT RT RT
b b e b bv v c v c v        (A32) 
A equação A32 corresponde a uma recta com, 
 2,3030( )10
EF
RT
by v v          (A33) 
 bx v           (A34) 
Para a recta de Gran na zona básica, e fazendo uma dedução análoga à discutida para a 
zona ácida, obtém-se: 
 2,3030( )10
EF
RT
by v v

          (A35) 
 bx v           (A36) 
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Anexo 2. Tolerâncias para Balões Graduados, Pipetas e Provetas 
 
Balões Volume/ml Tolerância/ml 
 100 ±0,1 
 1000 ±0,4 
Pipetas graduadas Volume/ml Tolerância/ml 
 2 ±0,015 
 5 ±0,03 
 10 ±0,04 
 20 ±0,06 
 25 ±0,06 
 50 ±0,1 
Pipetas volumétricas Volume/ml Tolerância/ml 
 5 ±0,02 
 10 ±0,02 
 15 ±0,03 
 20 ±0,038 
 25 ±0,038 
Provetas Volume/ml Tolerância/ml 
 100 ±0,5 
 500 ±2,5 
Micropipetas Volume/μl Tolerância/μl 
100-1000 μl 100 ±0,6 
 500 ±1,0 
 1000 ±1,5 
200-2000 μl 200 ±1,2 
 1000 ±2,0 
 2000 ±2,4 
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Anexo 3. Representação Esquemática do Método de Análise 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Toma 
Vtoma = 25 ml 
Toma 
Vtoma = 10 ml 
Toma 
Vtoma = 23 ml 
Especiação 
Dissolução 
~ 100 mg de hidroxiapatite 
~ 100 mg de hidroxiapatite 
+25 ml H2O 
+HCl 0,1 M até pH~2 
pH=f(vHCl) 
Cálculos de especiação 
Resina de permuta 
catiónica IR-120 
Solução de Fosfato, 
Vfosfato 
Solução de Cálcio, 
Vcálcio 
Desarejar 
Titulação com KOH 
0,09134 M 
Método 1: 
+NH4OH, 25 % até pH~10 
+10 ml, tampão pH=10 
Titulação com EDTA 0,01 M 
Método 2: 
+2,5 ml KCl, 1M 
+pastilhas de KOH até pH ~ 2 
Desarejar 
+KOH 0,09134 M até pH =8 
Titulação a pH constante com 
EDTA 0,01 M 
KOH 0,09134 M 
Separação do 
cálcio e fosfato 
 Anexo 4 . Resultados Obtidos pelos Diferentes Procedimentos Utilizados 
 Titulação do fosfato Titulação do cálcio Especiação 
Método 1 Método 2 
Amostra mOHAp 
(mg) 
Vfosf
(ml) 
v1 
(ml) 
v2 
(ml) 
%P mOHAp 
(mg) 
Vcálcio 
(ml) 
vEDTA 
(ml) 
%Ca mOHAp 
(mg) 
Vcálcio 
(ml) 
vEDTA 
(ml) 
%Ca mOHAp 
(mg) 
vHCl 
(ml) 
pH %OH 
1 102,5 230 2,659 3,254 16,869
a 
102,5 415 2,304 37,395
a
 102,5 415 5,454 38,478
a
 104,7 22,208 1,998 3,790 
2 102,5 230 3,264 3,965 17,811
a
 102,5 415 2,296 37,249
a
 102,5 415 5,505 38,838
a
 101,8 22,006 1,913 2,543 
3 102,5 230 3,330 3,966 16,139
a
 102,5 415 2,278 36,959
a
 108,4 480 4,947 38,170
a
 106,8 23,910 1,996 5,385 
4 102,5 230 3,307 3,971 16,862
a
 109,1 560 1,779 36,601
b 
    100,1 19,905 1,997 2,165 
5 102,5 230 3,294 4,031 18,706
a
 109,1 560 1,819 37,425
b 
    100,7 20,305 1,997 2,361 
6 109,1 225 3,058 3,763 16,470
b 
109,1 560 1,818 37,398
b 
        
7 109,1 225 2,968 3,673 16,458
b
             
8 109,1 225 3,056 3,765 16,464
b
             
Médias     17,277
a
 
16,464
b
 
   37,201
a
 
37,141
b
 
   38,495
a
    3,249 
a
Separação em coluna. 
b
Separação em ampola. 
